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摘要! 为分析水产品源致病菌和腐败菌中群体感应信号分子 &+'L的含量和种类!实验建立

液相色谱 7串联质谱#'-7E*5E*$同时检测细菌群体感应 44 种 &+'L类信号分子的技术!并

与生物报告菌法比较" 结果显示!报告菌紫色杆菌 -.328 和根癌农杆菌 &4/8 检测发现嗜水

气单胞菌和 2 株铜绿假单胞菌是 &+'L产生菌" 建立的 '-7E*5E*能完全分离和检测 44 种

&+'L!并发现假单胞菌和嗜水气单胞菌产生的 &+'L信号分子含量较高!其中 &C--:321 和

&C--498:2 产生 /7/J/7-

42

7+*'!嗜水气单胞菌 &2 产生 -

5

7+*'!而腐败希瓦氏菌 V+5 分泌

的 -

5

7+*'信号分子含量较低!沙门氏菌 &C--453207/%大肠杆菌 "491'+1 和 / 种弧菌的

&+'L很低" 随着细菌浓度的增加!铜绿假单胞菌 &C--:321 产生的 &+'L含量逐步增加!在

42 A 达到最高" 研究表明!'-7E*5E*可用于多种 &+'L信号分子的定性和定量检测!具有

灵敏性与准确性更高的优点" 在 44 株水产品源致病菌和腐败菌中!假单胞菌和气单胞菌分泌

的 &+'L含量最高"

关键词! 群体感应& &+'L& 检测& '-7E*5E*

中图分类号! C*2951166666666666文献标志码'&

66我国是水产品生产和消费大国"水产品总产

量已连续 23 多年居世界第 4 位' 然而"水产品消

费过程中食源性致病菌"如沙门氏菌&大肠杆菌

"491!+1&致病性弧菌等仍是威胁食品安全的重

要因素
(4)

' 同时"我国生鲜水产品腐烂损失十分

严重"平均损失率在 49D左右"而微生物活动仍

是引起水产品腐败变质的主要原因' 研究表明"

在有氧冷藏条件下水产品特定腐败菌 #LGI?:S:?

LG/:09<I /H<9;:L8" **"$ 多 为 希 瓦 氏 菌

#62+O#,+**# /)(4+&#$%+,'$或假单胞菌属
(2)

'

细菌信息交流成为当前微生物学研究的热

点' 群体感应 # =2/H28 LI;L:;<"F*$是一种细菌

细胞间信息传递的机制"即细菌在生长繁殖过程

中通过合成&分泌自诱导物#92M/:;K2?IH"&)$作为

信号分子来检测自身细菌浓度' 当 &)浓度随着

细菌群体密度达到一定阈值时"细菌便开启细胞

密度依赖的特定基因表达机制
(/)

' 目前"已发现

许多细菌利用该系统调控体内特定的功能"如生

物发光&生物被膜形成&毒素产生&胞外酶合成等'

研究表明"革兰氏阴性细菌中群体感应信号分子

#&)74 $ 主 要 为 高 丝 氨 酸 内 酯 类 # %79?307'7

A/8/LIH:;I09?M/;IL"&+'L$

(5)

' 该类信号分子含

有 4 个高丝氨酸内酯的五环状结构和 4 个酰基侧

链"不同细菌所产生 &+'L的特异性由酰基侧链

的长度及酰基侧链 -7/ 位上取代基团的性质

决定
(9)

'

如何快速&准确地检测细菌产生群体感应

&+'L信号分子及其种类"是研究细菌群体感应

与病原菌和腐败菌作用机制的前提和基础' 目

前"细菌 &+'L信号分子的分析方法主要有构建

生物报告菌
(8)

&薄层层析
(1)

&

%

7半乳糖苷酶法
(0)

"

R-7E*

(:)

和 +6'-7E-

(43)

等' 其中"生物报告菌
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法广泛采用"但敏感性较低"而薄层层析和
%

7半

乳糖苷酶法通过酶活性间接反映 &+'L水平"操

作繁琐"仅用于初步定量"而 '-7E*法仅用于定

性分析 &+'L

(:)

' '-7E*5E*具有准确&灵敏&高

效的优点"可准确定性 &+'L的种类"并进行精确

的定量分析
(43)

' 鉴于此"本研究采用 '-7E*5E*

技术分析了水产品中主要致病菌与腐败菌的

&+'L含量和种类"为研究细菌作用机制及调控

奠定良好的基础'

46材料与方法

%&%'菌株

根癌 农 杆 菌 # :8407#$(+4%). ().+&#$%+,'$

&4/8 由浙江农林大学杨梦华副教授馈赠' 铜绿

假单胞菌#"'+)30.0,#'#+4)8%,0'#$&C--:321&

#";#+4)8%,0'# $ &C-- 498:2& 副 溶 血 性 弧 菌

#@%74%0 /#4#2+.0*1(%$)'$ &C-- 410327/&腐败希

瓦 氏 菌 &C-- 0314& 沙 门 氏 菌 # 6#*.0,+**#

(1/2%.)4%). $ &C-- 453207/& 大 肠 杆 菌

#A'$2+4%$2%# $0*%$"491!+1 均购于美国标准菌库

#&C--$% 创 伤 弧 菌 # @%74%0 9)*,%&%$)'$ -)--

24849&溶藻弧菌#@%74%0 #*8%,0*1(%$)'$-)--24844

购于中国工业微生物菌种保藏管理中心#-)--$%

紫色杆菌#>240.07#$(+4%).9%0*#$+).$-.328 为

本实验室保存"";#+4)8%,0'# 6+4&腐败希瓦氏菌

#6;/)(4+&#$%+,'$V+5&嗜水气单胞菌 #:+40.0,#'

21340/2%*#$&2 均为实验室大黄鱼中的分离株'

%&$'主要试剂和培养基

信号 分 子 -

5

7+*'& -

8

7+*'& -

0

7+*'& -

43

7

+*'&-

42

7+*'&-

45

7+*'&/7/J/7-

8

7+*'&/7/J/7-

0

7

+*'& /7/J/7-

43

7+*'& /7/J/7-

42

7+*'& /7/J/7-

45

7

+*'!*:<89公司%'B肉汤!青岛海博生物有限

公司'

%&-'细菌培养

取 @;/#4#2+.0*1(%$)'&C-- 410327/& @;

9)*,%&%$)' -)-- 24849& @;#*8%,0*1(%$)' -)--

24844 甘油菌种 433

"

'接种于含 /D%9-0的 'B

肉汤"在 /1 T下活化' 其他菌株接种于 'B中培

养"其中 6;(1/2%.)4%).&C--453207/ 和 A;$0*%

"491!+1 在 /1 T下培养"其余均在 20 T下

培养'

%&#'信号分子的提取

参考綦国红等
(43)

的方法"取培养 42 A 的菌

液"离心#43 333 H58:;"43 8:;$"将上清液与等体

积酸化乙酸乙酯#含 3134D冰醋酸$混合"涡旋振

荡"静置分层后取有机相' 按同法重复 / 次"旋转

蒸发至干"用适量甲醇溶解烧瓶内壁上的 &+'L

信号分子" 723 T保存备用'

%&/'生物报告菌检测信号分子

参考 $9O; 等
(44)

的方法并略作修改' 报告菌

>;9%0*#$$+).-.328 和 :;().+&#$%+,'&4/8 活化

后"取 933

"

'加入到 'B琼脂中"混匀并倒平板'

待平板冷却后打孔"在孔中加入 : 种细菌的&+'L

提取液"对照组添加 -

8

7+*'"20 T培养"观察颜

色变化'

%&K'WN"0VX0V检测信号分子

参考马晨晨等
(42)

方法并稍作修改"采用

&<:0I;M8543 液质联用仪分析' 液相色谱条件为"

&<:0I;MV4B7-

40

色谱柱 #410

"

8"518 88=93

88$"流速!31/ 8'58:;"进样量!43

"

'"分析时

间!/3 8:;"柱温!/3 T"流动相分别选择甲醇!水

和乙腈!水 2 种体系进行分析' 质谱条件为"采用

,*)

>

离子源电喷雾"E$E扫描模式"离子源温度

为 893 T"脱溶剂温度 /33 T"脱溶剂气和锥孔气

为 %

2

"碰撞气体为氩气"锥孔气流速 / '58:;"毛

细管 电 压 为 5 333 ." 驻 留 时 间 为 433 8L"

E9LL+2;MIH软件进行数据处理'

%&L'假单胞菌的 *RW;形成规律

将假单胞菌接种于 'B培养基"在 20 T下摇

床培养"每隔 / A 取样"测定细菌 "4

833

;8"并在

8&42&40 和 25 A 取样"'-7E*5E*分析 &+'L信

号分子的含量'

26结果与分析

$&%'生物报告菌检测 *RW;信号分子

采用 2 种报告菌分析水产品源致病菌与腐败

菌 &+'L信号分子的分泌情况' 结果发现"仅 :;

21340/2%*# &2 能诱导 >;9%0*#$$+).-.328 产生

紫色"而 ";#+4)8%,0'# &C--:321&";#+4)8%,0'#

&C--498:2 能够诱导 :;().+&#$%+,'&4/8 呈现

出蓝色#表 4$' E?'I9; 等
(4/)

研究表明"生物报

告菌对不同酰基侧链长度的 &+'L敏感性不同"

其中 >;9%0*#$$+).-.328 主要对短链 -7/ 没有

取代 基 的 -75 <-70 &+'L较 敏 感" 而 :;

().+&#$%+,'&4/8 对酰基侧链 -7/ 羰基取代的 -7

8 <-745 &+'L敏感性最强'

4534
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表 %'报告菌法检测 %% 株致病菌和腐败菌的 *RW;

123&%'*RW;2;;2G;>8:%% U7<A;8>I2648=5<;2<A;I87@2=532+65:72 3G 378;5<;8:

菌株

LMH9:;L

报告菌 N:/LI;L/H

-.328 &4/8

菌株

LMH9:;L

报告菌 N:/LI;L/H

-.328 &4/8

@;/#4#2+.0*1(%$)'&C--410327/ 7 7 ";#+4)8%,0'# &C--:321 7 >

@;9)*,%&%$)'-)--24849 7 7 ";#+4)8%,0'# &C--498:2 7 >

@;#*8%,0*1(%$)'-)--24844 7 7 6;/)(4+&#$%+,'&C--0314 7 7

6#*.0,+**# &C--453207/ 7 7 6;/)(4+&#$%+,'V+5 7 7

A;$0*%"491!+1 7 7 :;21340/2%*# &2 > 7

";#+4)8%,0'# 6+4 7 7 ?/;MH/0 > >

注!+ >,有颜色变化"+ 7,无变化%+-.328,紫色杆菌 -.328%+&4/8, 根癌农杆菌 &4/8

%/MIL!+ >,?/0/2HIK%+ 7, ;/ ?A9;<I% +-.328,>;9%0*#$+).-.328% +&4/8, :;().+&#$%+,'&4/8

$&$'WN"0VX0V条件优化

研究分别选择甲醇B水和乙腈B水作为流动

相"经过比较分析"发现乙腈B水作为流动相对

&+'L信号分子分离效果更好' 同时"流动相加

入 314D甲酸"可以提高离子化效率"提高灵敏

度"降低检测限及检出限' 混合标准品的色谱图

中"44 种 &+'L根据相对分子质量大小出峰"得

到完全分离"表明 &+'L在该色谱条件下分离效

果良好#图 4$'

在 ,*)

>

离子源条件下对 44 种 &+'L信号分

子的母离子&子离子及碰撞能等参数进行优化' 结

果表明"&+'L在质谱鉴定时均会产生 85P432

的碎片离子以及相应的酰基侧链(E >+7434)

>

的碎片"并且其分子量具有 412 >45; 的特征"即

分子 量 递 增 的 规 律 # 表 2 $ '该 结 果 与 "HM/H:

等
(45)

报道一致'

图 %'%% 种 *RW;信号分子混合标准品色谱图

D7=&%'N4:8.268=:2.;8>%% U7<A;8>

*RW;.7J5A;62<A2:A;

表 $'0(0 模式下 *RW;信号分子优化后的质谱条件

123&$'02;;;I5+6:8.565:I2:2.565:;9;5A>8:*RW;2<2@G;5;7<0(0 +8<A7678<8I67.7M5A

高丝氨酸内酯

&+'

保留时间58:;

HIMI;M:/; M:8I

母离子5#85P$

GHI?2HL/H:/;

子离子5#85P$

GH/K2?M:/;

碎裂电压5.

SH9<8I;M/H

碰撞能5.

?/00:L:/; I;IH<3

-

5

7+*'

4185: 41214 43214 4/9 49

-

8

7+*'

21:4/ 23314 43214 4/9 45

-

0

7+*'

91311 22014 43214 4/9 49

-

43

7+*'

81052 29814 43214 4/9 41

-

42

7+*'

481042 20514 43214 4/9 40

-

45

7+*'

4:1245 /4214 43214 4/9 48

/7/J/7-

8

7+*'

21305 24514 43214 4/9 49

/7/J/7-

0

7+*'

/1918 25214 43214 4/9 41

/7/J/7-

43

7+*'

:1912 21314 43214 4/9 40

/7/J/7-

42

7+*'

4/1523 2:014 43214 4/9 40

/7/J/7-

45

7+*'

411/3: /2814 43214 4/9 24

$&-'WN"0VX0V检测致病菌和腐败菌群体感应

的 *RW;

采用 '-7E*5E*分析了水产品源 44 株致病

菌和腐败菌群体感应的 &+'L信号分子"如表 /

和图 2 所示' 结果发现"不同属细菌产生的&+'L

信号分子存在较大差异"其中铜绿假单胞菌和嗜

水气单胞菌产生的 &+'L含量较高"";#+4)8%,0'#

&C--:321 和 ";#+4)8%,0'# &C--498:2 均产生

2534
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n7/J/7-

42

7+*'"含量为 114132 和 994144

"

<5'"

:;21340/2%*# &2 主 要 产 生 -

5

7+*'" 含 量 为

:25159

"

<5'' 而 6;/)(4+&#$%+,'&C-- 0314 和

6;/)(4+&#$%+,'V+5 产生的 &+'L含量较低"其中

6;/)(4+&#$%+,'V+5 产生的 &+'L以 -

5

7+*'为

主"含量为 235119

"

<5'"而 6;/)(4+&#$%+,'&C--

0314 的 &+'L总含量很低"约为 8/148

"

<5'' @;

/#4#2+.0*1(%$)'&C--410327/&@;9)*,%&%$)'-)--

24849& @;#*8%,0*1(%$)'-)-- 24844& 6#*.0,+**#

&C--453207/& A;$0*%"491!+1 仅检测到极微量

表 -'WN"0VX0V分析 %% 株细菌的 *RW;含量

123&-'145+8<+5<6:2678<;8>*RW;7<5@5?5<;6:27<;.52;9:5A3G WN"0VX0V

菌株

LMH9:;L

高丝氨酸内酯浓度5#

"

<5'$ &+'L?/;?I;MH9M:/;

-

5

7

+*'

-

8

7

+*'

-

0

7

+*'

-

43

7

+*'

-

42

7

+*'

-

45

7

+*'

/7/J/7

-

8

7+*'

/7/J/7

-

0

7+*'

/7/J/7

-

43

7+*'

/7/J/7

-

42

7+*'

/7/J/7

-

45

7+*'

@;/#4#2+.0*1(%$)'&C--410327/ 431/2 41128 4184 5189 4158 5124 51:0 4131 415/ 31/9 3149

@;9)*,%&%$)'-)--24849 31/: 81:9 31/2 3192 3185 3120 3140 5 3143 3130 3138

@;#*8%,0*1(%$)'-)--24844 2153 4911/ 3148 3151 313: 3134 3144 3131 3131 3135 5

6#*.0,+**# 453207/ 211: 919/ 31/9 31/8 3142 3132 3130 3144 3131 3132 3134

A;$0*%"491!+1 4128 4/198 31// 319/ 3148 3134 3123 3142 3138 314: 3133

";#+4)8%,0'# &C--:321 4/0144 0130 4/115 42115/ 241:2 5 43190 2123 4180 114132 40128

";#+4)8%,0'# &C--498:2 //129 451:: 9915: 94122 /128 5 31/5 312: 1180 994144 9159

";#+4)8%,0'# 6+4 2120 5 /10/ 5 5 5 318: 5 3195 314/ 3143

6;/)(4+&#$%+,'&C--0314 /51:2 9114 3188 3143 /15: 5 0151 4180 5 413: 1138

6;/)(4+&#$%+,'V+5 235119 /210: 31:5 1133 /145 5 44188 31/2 5 5 44180

:;21340/2%*%# &2 :25159 9/125 42159 912/ 81/9 5 4:1/9 5 5 5 5

注!+ 5,不可定量

%/MIL!+ 5, ;/M=29;M:S:9N0I

图 $'# 种细菌 *RW;提取物的 WN"0VX0V色谱图

D7=&$'N4:8.268=:2.;8>*RW;I:8A9+5A>:8. >89:U7<A;8>;6:27<;

/534
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的 &+'L' 同一属细菌不同分离株产生的 &+'L信

号分子存在差别"";#+4)8%,0'# &C--:321 分泌的

信号分子除 /7/J/7-

42

7+*'"还检测到 -

5

7+*'和

-

43

7+*'"浓度分别为 4/0144 和 42115/

"

<5'"而

";#+4)8%,0'# &C--498:2 提取液中主要为 /7/J/7

-

42

7+*'"其他信号分子含量较低"分离株 ";

#+4)8%,0'# 6+4 产 生 &+'L含 量 均 极 低' 6;

/)(4+&#$%+,'&C--0314 和 6;/)(4+&#$%+,'V+5 产

生的 &+'L浓度也有明显的差别'

$&#'假单胞菌 *RW;的形成规律

实验进一步分析了培养时间对假单胞菌细菌

浓度和 &+'L信号分子形成的影响' 结果表明"

";#+4)8%,0'# &C--:321 在 'B培养基中生长迅

速"49 A 达到稳定期' 随着假单胞菌的生长"培

养上清液中的 &+'L逐步增加"在细菌对数后期

42 A 时 &+'L的含量最高"之后逐步下降"其中在

40 A 下降约 /5D"25 A 下降约 83D#图 /$' 假单

胞菌分泌的 &+'L总含量在生长稳定期逐步下

降"可能是由于稳定期培养液 G+值升高"在碱性

条件下 &+'L不稳定"发生水解而失去信号分子

导致"该现象与綦国红等
(43)

报道一致'

图 -'假单胞菌 *1NNTP$L 生长曲线和

*RW;含量的变化

D7=&-'N42<=5;7<=:8C64+9:?52<A*RW;

+8<65<68>C"/'-28$#&(/ *1NNTP$L

/6讨论

群体感应是细菌之间交流的 +语言,' 在革

兰氏阴性菌中 F*主要的信号分子是 &+'L"由

'2J)型合成酶和周质中的 '2J$型受体来调节产

生量"迄今为止已发现 13 余种 '2J$5)系统' 采

用基因工程手段构建的报告菌检测群体感应

&+'L信号分子是目前广泛使用的方法"其中 >;

9%0*#$$+).-.328 和 :;().+&#$%+,'&4/8 是最常

用的报告菌' 然而"2 种细菌对不同酰基侧链长

度以及不同取代基 &+'信号分子敏感性不同"已

发现 >;9%0*#$$+). -.328 的 &+'受体蛋白

-O:$主要对短链 -7/ 位无取代基的 &+'比较敏

感
(4/"49)

' (2=29等
(48)

报道 :;().+&#$%+,'&4/8 的

&+'受体蛋白 CH9$对无取代基"-7/ 位取代基为

羰基&羟基&酰基"侧链 -7/ 位为羰基取代的 &+'

敏感性较强' 生物报告菌法检测还与样品中信号

分子提取量和浓度有关"仅用于 &+'L初步分析'

而 "HM/H:等
(45)

采用 '-7E*5E*在铜绿假单胞菌

6&4 中检测出 5 种 &+'及喹诺酮类信号分子'

马晨晨等
(42)

报道用 +6'-7E*5E*方法发现铜绿

假单胞菌 &*412823 能分泌 / 种 &+'信号分子'

本实验比较研究了 '-7E*5E*和报告菌法检测

44 株水产品源致病菌和腐败菌的群体感应 &+'L

信号分子"分析结果较一致"都发现铜绿假单胞菌

和气单胞菌为 &+'L生成菌"'-7E*5E*还确定

了 2 种细菌的 &+'L信号分子的种类和含量"并

发现希瓦氏菌仅分泌低含量的 &+'L' 可见"生

物报告菌法检测 &+'L操作简便"但只能定性"且

灵敏度低"适用于初筛"而 '-7E*5E*可用于多

种 &+'L信号分子的同时定性和定量检测"具有

灵敏性与准确性更高的优点'

本研究发现 ";#+4)8%,0'# &C--:321 和 ";

#+4)8%,0'# &C--498:2 均产生高浓度的 &+'L"

并且以 /7/J/7-

42

7+*'为主' 铜绿假单胞菌是群

体感应研究最广泛和较深入的革兰氏阴性菌"报

道其有 / 套已知的 F*系统"其中 2 套是 &+'7依

赖的 F*系统"分别诱导合成 /7/J/7-

42

7+*'和

-

5

7+*'调控目标基因的表达' *8:MA 等
(41)

发现

假单胞菌 &+'L缺陷株生长和毒力因子的表达下

降"表明 &+'L对胞外酶和绿脓素等表型的表达

有一定的调节作用' 假单胞菌通过 &+'L启动腐

败因子的表达引起牛奶变质
(40)

' 腐败希瓦氏菌

仅检测到一定量的 -

5

7+*'' C9:M等
(4:)

报道部分

希瓦氏菌分离株会产生 &+'L"并且发现生物膜

形成早期检测到长链 &+'存在"而在末期则更多

的是短链 &+'' 假单胞菌和腐败希瓦氏菌是生

鲜水产品在贮藏过程中特定腐败菌"腐败菌产生

&+'L可能参与食品腐败变质过程的调控'

大肠杆菌 "491!+1&沙门氏菌和嗜水气单胞

菌是水产品常见的致病菌"其中在 :;21340/2%*#
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1 期 黄旭镇"等!'-7E*5E*检测水产品源致病菌和腐败菌群体感应 &+'L信号分子 66

&2 中发现了含量较高的 -

5

7+*'' 4IS/:HKM等
(23)

发现水产品致病菌嗜水气单胞菌和杀蛙气单胞菌

#:;'#*.0,%$%3#$通过 &+'L的群体感应信号分子

调节毒力因子的表达' 而沙门氏菌和大肠杆菌

"491!+1 几乎不含 &+'信号分子"可能是由于

这 2 种细菌编码 '2J$家族的信号受体7*K:&"但

不含 '2J'类似物"不产生 &+'L

(24 722)

' 并且大

肠杆菌和肠炎沙门氏菌有第 2 套系统"即'2J*系

统"能产生 &)72"该信号分子对肠道致病菌尤为

重要
(2/)

' 在创伤弧菌&副溶血性弧菌和溶藻弧菌

中都未检出 F*的 &+'L信号分子"可能与弧菌

科存在特有的 -&)74 和 &)72 信号分子有关
(25)

'

可见"细菌中的信号分子种类是十分丰富的'
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